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Der Einfluss körperlichen Ausdauertrainings auf die HDL-Funktion bei Patienten mit 
chronischer Herzinsuffizienz 
 
Universität Leipzig, Dissertation 
78 Seiten, 49 Literaturangaben, 26 Abbildungen, 10 Tabellen 
Referat: 
Die chronische Herzinsuffizienz gehört zu den häufigsten internistischen Krankheitsbildern in 
Europa. Eine wichtige Rolle in der Therapie der chronischen Herzinsuffizienz spielt das 
moderate körperliche Ausdauertraining. HDL ist als Vasoprotektor bekannt und ist in der 
Lage, über die Regulation der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) die 
Dilatationsfähigkeit von Gefäßen zu regulieren. Da eine gestörte Endothelfunktion 
verbunden mit einer geringeren eNOS-Expression einen wichtigen Aspekt in der 
Pathophysiologie der Herzinsuffizienz darstellt, war das Ziel dieser Arbeit zunächst, die HDL-
induzierte eNOS-Aktivierung und NO-Produktion in Endothelzellen bei chronisch 
Herzinsuffizienten mit der von Gesunden zu vergleichen. Des Weiteren wurde der Einfluss 
körperlichen Ausdauertrainings auf die HDL-Funktion bei chronischer Herzinsuffizienz 
untersucht. Dafür wurde HDL jeweils aus Blutserum von herzgesunden Probanden und 
Herzinsuffizienten vor und nach körperlichem Ausdauertraining isoliert. Damit wurden 
humane aortale Endothelzellen inkubiert und anschließend mittels Western Blot die HDL-
induzierte Phosphorylierung der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (Regulation der 
eNOS-Aktivierung), der Proteinkinase C-βII sowie der p70S6K ermittelt. Des Weiteren wurde 
ESR-spektroskopisch die HDL-induzierte NO-Produktion in Endothelzellen gemessen. 
Letztendlich bestand die Frage, worin der Unterschied zwischen HDL von Gesunden und HDL 
von Herzinsuffizienten besteht, der die funktionalen Differenzen erklären kann. Dazu wurde 
die Menge des HDL-gebundenen Malondialdehyds ermittelt. Die Endothelfunktion wurde 
sonographisch als Fluss-vermittelte Vasodilatation bestimmt. 
Die Ergebnisse der Untersuchungen belegen, dass die HDL-induzierte eNOS-Aktivierung bei 
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz im Vergleich zu Gesunden vermindert ist. Des 
Weiteren kann der Einfluss von HDL auf die eNOS-Aktivierung durch körperliches 
Ausdauertraining bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz verbessert werden. Die 
Verbesserung der HDL-induzierten NO-Produktion korreliert dabei mit der verbesserten 
Fluss-vermittelten Vasodilatation. Als Unterschied zwischen HDL von Gesunden und dem von 
chronisch Herzinsuffizienten konnte bei den Letztgenannten eine höhere Menge von 
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NYHA New York Heart Association 
P Phosphat 
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PON1 Paraoxonase 1 
PVDF Polyvinylidene-Difluorid 
ROS Reaktive Sauerstoffspezies 
rpm Rounds per minute / Umdrehungen pro Minute 
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1.1.1 Definition, Epidemiologie und gesellschaftliche Bedeutung 
Bei der Herzinsuffizienz handelt es sich laut Definition der American Heart Association 
um ein komplexes klinisches Syndrom, bei dem es aufgrund einer strukturellen oder 
funktionellen Schädigung des Herzens zu einer erniedrigten Ejektion bzw. zu einer 
unzureichenden Füllung der Ventrikel kommt (Hunt et al. 2005). Daraus resultiert 
eine verminderte körperliche Belastbarkeit. Das Herzzeitvolumen ist verringert, so 
dass keine ausreichende Durchblutung der Körperperipherie gewährleistet ist. 
Die Herzinsuffizienz gehört zu den häufigsten internistischen Erkrankungen in Europa, 
von der etwa zehn Millionen Patienten betroffen sind; weitere zehn Millionen sind 
schätzungsweise asymptomatisch (Neumann et al. 2009). Die Prävalenz ist 
altersabhängig. Während sie insgesamt bei 2-3% liegt, steigt sie mit zunehmendem 
Alter auf bis zu 10-20% in der Gruppe der 70- bis 80-Jährigen (Hoppe et al. 2009). Des 
Weiteren ist die Herzinsuffizienz die häufigste Ursache für Krankenhausaufenthalte in 
Deutschland (Neumann et al. 2009). Damit stellt sie eine erhebliche Belastung für das 
Gesundheitswesen dar. Im Zuge des steigenden Alters der Bevölkerung im Rahmen 
des demographischen Wandels und des medizinischen Fortschritts mit der damit 
verbundenen sinkenden Mortalität in Folge von kardialen Akutereignissen wird die 
Prävalenz und die damit einhergehende Zunahme der Krankenhauseinweisungen 
wegen Herzinsuffizienz weiter fortschreiten (Lloyd-Jones et al. 2002). 
1.1.2 Ätiologie 
Die Ursachen dieses klinischen Syndroms sind sehr vielfältig, denn die 
Herzinsuffizienz stellt das Endstadium aller Erkrankungen dar, die zu dauerhaften 
mechanischen Überlastungen des Herzens führen. 
Nachdem die arterielle Hypertonie aufgrund der Framingham-Studie lange Zeit als 
führende Ursache betrachtet wurde, zeigten Fox et al. durch umfassende 
koronarangiographische Untersuchungen, dass die koronare Herzkrankheit in der 
Mehrheit der Fälle die Grundlage einer sich entwickelnden Herzinsuffizienz darstellt.  
Andere zu Grunde liegende Erkrankungen sind angeborene und erworbene 
Kardiomyopathien, bradykarde und tachykarde Herzrhythmusstörungen, 






Pathophysiologisch ist der Verlauf einer chronischen Herzinsuffizienz ein Circulus 
vitiosus. Durch die der Erkrankung zugrunde liegende Ventrikelfunktionsstörung, die 
bei der systolischen Herzinsuffizienz auf einer gestörten Kontraktion des Herzmuskels 
und bei der diastolischen Herzinsuffizienz auf einer gestörten Relaxationsfähigkeit 
und damit einer unzureichenden Füllung der Herzkammern basiert, kommt es zu 
einer Abnahme des Herzzeitvolumens. Der Organismus versucht dem mit Hilfe 
verschiedener Kompensationsmechanismen entgegenzuwirken. So kommt es u.a., 
ausgelöst durch den Barorezeptorenreflex, zu einer Sympathikusaktivierung. Über 
den sinkenden intrarenalen Blutdruck wird das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
aktiviert. Außerdem steigt die Sekretion des Antidiuretischen Hormons. Die 
genannten Kompensationsmechanismen führen letztendlich zu einer Erhöhung des 
peripheren Gefäßwiderstandes sowie der Wasserresorption und damit zu einem 
Anstieg der Vor- und Nachlast. Das ist kurzfristig zur Aufrechterhaltung der 
Herzleistung durchaus von Vorteil, jedoch führt die langfristige Mehrbelastung der 
Ventrikel insgesamt zu einem Krankheitsprogress. 
1.1.4 Diagnostik 
Anhand der Framingham-Kriterien, die in Tabelle 1 aufgeführt werden, lässt sich die 
Diagnose der Herzinsuffizienz klinisch relativ zuverlässig stellen. Erforderlich sind 
dabei der Nachweis zweier Hauptkriterien oder der eines Hauptkriteriums mit zwei 
Nebenkriterien, die sich durch eine gezielte Anamnese, eine ausführliche körperliche 
Untersuchung sowie teils apparativer Diagnostik erheben lassen. 
 
Tabelle 1: Modifizierte klinische Framingham-Kriterien zur Diagnosestellung einer Herzinsuffizienz  
(entnommen aus: Senni et al. 1998) 
Hauptkriterien Nebenkriterien 
Paroxysmale nächtliche Dyspnoe Beidseitige Unterschenkelödeme 
Orthopnoe Nächtlicher Husten 
Erhöhter Jugularvenenpuls Belastungsdyspnoe 
Feuchte Rasselgeräusche Hepatomegalie 
Dritter Herzton (Galopprhythmus) Pleuraerguss 
Kardiomegalie im Röntgen-Thorax Tachykardie (HF>120 / min) 
Pulmonale Stauung im Röntgen-Thorax Unter diuretischer Therapie 
Gewichtsabnahme von 4,5 kg in 5 







Ein zuverlässiger Laborparameter sowohl zur Diagnostik als auch zur 
Verlaufsbeobachtung und zur Einschätzung des Therapieerfolgs ist das BNP 
(Palazzuoli et al. 2010), ein Hormon, das belastungsabhängig von den kardialen 
Myozyten sezerniert wird. 
Bei der apparativen Diagnostik, die hauptsächlich der Klärung der zu Grunde 
liegenden Erkrankung dient und damit eine kausale Therapie ermöglichen soll,  
stehen EKG und Echokardiografie im Vordergrund (McMurray et al. 2012). Des 
Weiteren stehen Koronarangiografie, Myokardszintigrafie sowie CT und MRT zur 
Verfügung. 
1.1.5 Klinik und Stadieneinteilung 
In der Frühphase der Erkrankung kommt es durch den erhöhten ventrikulären 
Füllungsdruck zu Rückstauerscheinungen. Dazu gehört die durch Lungenstauung 
bedingte Belastungsdyspnoe, die im Verlauf der Herzinsuffizienz bis hin zur 
Ruhedyspnoe zunimmt, begleitet von Tachypnoe und Lungenödem mit Orthopnoe 
und schaumigem Auswurf sowie Zyanose. Eine Rückstauung in den großen Kreislauf 
führt zu einer sichtbaren Venenstauung, Gewichtszunahme und Gravitationsödemen, 
durch deren nächtliche Rückresorption es zur Nykturie kommt. Die auftretende 
Inappetenz beruht auf einer Stauungsgastritis. Die sogenannte Stauungsniere führt zu 
Proteinurie. 
Im späteren Krankheitsverlauf kommt es dann zum Vorwärtsversagen, das zu 
zunehmender peripherer Zyanose und progredienter Müdigkeit sowie 
eingeschränkter Belastbarkeit führt. Der kardiale Schock stellt die 
Maximalausprägung der Herzinsuffizienz dar. 
Die Klassifikation der chronischen Herzinsuffizienz erfolgt in NYHA-Stadien I-IV nach 
der New York Heart Association, die jedoch keinen Hinweis auf die Ursache der 
Erkrankung geben. Es handelt sich dabei lediglich um eine systematisierte 
Einschätzung der Leistungsfähigkeit der Patienten. Dabei kann die Stadieneinteilung 
sowohl klinisch als auch spiroergometrisch erfolgen. Es existieren verschiedene 
Versionen und Übersetzungen der ursprünglichen NYHA-Klassifikation. Die 
hierzulande gebräuchlichste zeigt Tabelle 2, die u.a. in den Leitlinien der Deutschen 






Tabelle 2: Stadieneinteilung der chronischen Herzinsuffizienz anhand der Klassifikation der New York Heart Association 
(NYHA-Klassifikation) (nach Vorgaben aus: Hunt et al. 2005) 
Stadium Funktionelle Klassifizierung 
NYHA I Herzerkrankung ohne körperliche Limitation. Alltägliche körperliche 
Belastung verursacht keine inadäquate Erschöpfung, 
Rhythmusstörungen, Luftnot oder Angina pectoris. 
NYHA II Herzerkrankung mit leichter Einschränkung der körperlichen 
Leistungsfähigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Alltägliche körperliche 
Belastung verursacht Erschöpfung, Rhythmusstörungen, Luftnot oder 
Angina pectoris. 
NYHA III Herzerkrankung mit höhergradiger Einschränkung der körperlichen 
Leistungsfähigkeit bei gewohnter Tätigkeit. Keine Beschwerden in 
Ruhe. Geringe körperliche Belastung verursacht Erschöpfung, 
Rhythmusstörungen, Luftnot oder Angina pectoris. 
NYHA IV Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen körperlichen Tätigkeiten 







1.1.6 Körperliches Training bei chronischer Herzinsuffizienz 
Die Therapie der chronischen Herzinsuffizienz stützt sich auf drei Säulen:  
nicht-medikamentöse Therapie / Verhaltensempfehlungen, pharmakologische und 
mechanische Therapie. Dabei geht es sowohl um eine Reduktion der Risikofaktoren 
als auch um die Behandlung der Grunderkrankung und der damit verbundenen 
Symptome. 
Seit Langem bekannte allgemeine Maßnahmen sind Gewichtsreduktion, Flüssigkeits- 
und Kochsalzrestriktion sowie Alkohol- und Nikotinkarenz. In den letzten Jahren 
rückte zudem das körperliche Ausdauertraining immer mehr in den Fokus des 
wissenschaftlichen Interesses sowie des klinischen Alltags, nachdem den 
Herzinsuffizienz-Patienten lange Zeit von körperlicher Anstrengung abgeraten wurde, 
um eine akute - möglicherweise finale - Dekompensation zu vermeiden. Die 
Europäische Gesellschaft für Kardiologie empfiehlt in ihren Leitlinien, dass 
Herzinsuffizienz-Patienten ein regelmäßiges Ausdauertraining im aeroben Bereich 
betreiben sollten (McMurray et al. 2012). 
Bereits 1992 konnten Coats et al. bei Patienten mit moderater bis schwerer CHF 
einen Einfluss körperlichen Ausdauertrainings auf die sympathovagale Balance 
zeigen. Die Messungen von Blutdruck-Variabilität und der Noradrenalin-Serumspiegel 
legten neben anderen die Veränderungen weg von einer gesteigerten 
Sympathikusaktivität hin zu einer Erhöhung der Parasymphathikusaktivität dar (Coats 
et al. 1992). 
Durch eine am Leipziger Herzzentrum durchgeführte Studie konnte bei Patienten mit 
mittelgradiger chronischer Herzinsuffizienz durch regelmäßiges, körperliches Training 
im aeroben Bereich sowohl eine Abnahme der Herzgröße als auch eine Verbesserung 
der linksventrikulären Pumpfunktion gezeigt werden (Hambrecht et al. 2000). In 
weiteren Untersuchungen, bei denen Patienten mit fortgeschrittener chronischer 
Herzinsuffizienz im Zentrum des Interesses standen, konnten diese Resultate 
ebenfalls erhoben und um weitere Parameter wie die Änderung der zugehörigen 
NYHA-Klasse, eine Vermehrung der Kapillardichte im Skelettmuskel sowie 







Stewart et al. analysierten in einer retrospektiven Studie die Überlebenszeiten von 
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz im Vergleich zu Patienten mit 
Myokardinfarkt und den häufigsten malignen Tumorerkrankungen (Stewart et al. 
2001). Sie konnten mit ihren Ergebnissen unterstreichen, dass die Prognose der 
chronischen Herzinsuffizienz, wie in Abbildung 1  dargestellt ist, durchaus der von 
malignen Erkrankungen ähnelt, was unterstreicht, wie wichtig das optimale 
Behandlungskonzept für betroffene Patienten ist. 
 
 
Abbildung 1: 5-Jahres-Überlebenskurven von Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt (MI) und den vier häufigsten 








Das Endothel ist die innerste, dem Lumen zugewandte Zellschicht der Blutgefäßwand. 
Entgegen der früheren Ansicht, es handele sich dabei lediglich um eine Barriere 
zwischen Intra- und Extravasalraum, kommen ihm vielfältige Aufgaben zu. Dazu 
gehören die Regulation des Stoffaustausches zwischen Blut und Gewebe, der Beitrag 
zum komplexen Gerinnungssystem sowie zur Angiogenese. Über die Produktion 
vasomotorischer Stoffe und der damit verbundenen Variation des Tonus der 
Gefäßmuskulatur ist das Endothel außerdem an der Regulation des Blutdrucks 
beteiligt. 
 
1.2.1 Endothelfunktion bei Herzinsuffizienz 
Aus den zahlreichen oben genannten Funktionen des Endothels resultieren bei einer 
Verletzung desselben Störungen in verschiedenen Regulationsmechanismen. So spielt 
die endotheliale Dysfunktion in der Pathogenese einer Reihe von Erkrankungen eine 
entscheidende Rolle, darunter sowohl Herzerkrankungen als auch die chronische 
Niereninsuffizienz und virale Infektionen. 
Im Falle der Herzinsuffizienz ist die mangelhafte endothelabhängige Vasodilatation 
ein zentrales Element. Die Endotheldysfunktion im Rahmen der Erkrankung wurde 
auf das Ungleichgewicht zwischen der (verminderten) Produktion von 
Stickstoffmonoxid und dessen beschleunigter Inaktivierung durch radikale 
Sauerstoffspezies zurückgeführt, die im Rahmen des bei der Herzinsuffizienz 
erhöhten oxidativen Stresses vermehrt gebildet werden (Landmesser et al. 2002). 
Ein weiterer Aspekt ist, dass der bei Endothelverletzungen einsetzende 
Reparaturvorgang durch im Blut zirkulierende, endotheliale Progenitorzellen im 
Rahmen der allgemeinen inflammatorischen Aktivität der Herzinsuffizienz 
eingeschränkt ist, da die Anzahl dieser zur Angioneogenese beitragenden Zellen bei 
Patienten mit erhöhtem kardiovaskulären Risiko reduziert ist (Hill et al. 2003). 
Des Weiteren wird im Verlauf der Erkrankung die periphere Vasomotilität 
eingeschränkt. Dabei ist die Fluss-vermittelte Vasodilatation bei Patienten mit 
Herzinsuffizienz vermindert, was durch regelmäßiges Ausdauertraining ebenso 
wieder verbessert werden kann wie Quantität und Qualität der CD34+ 






1.3 High density lipoproteins 
 
High density lipoproteins (HDL) gehören zu den Lipoproteinen, aus Lipiden und 
Proteinen bestehenden Transportvehikeln des menschlichen Körpers. Die 
Lipoprotein-Klassen werden nach ihrem Verhalten bei der Ultrazentrifugation, also 
nach ihrer Dichte, eingeteilt. Bei den HDL handelt es sich demnach im Vergleich zu 
den Chylomikronen, den Very low density lipoproteins (VLDL) und Low density 
lipoproteins (LDL) um die Lipoproteine mit der höchsten Dichte. 
1.3.1 Zusammensetzung des Moleküls 
Bei einer Größe von 5 nm bis 17 nm haben menschliche HDL-Moleküle eine Dichte 
von 1,063 bis 1,25 g/ml. Die Schwankungen in Größe und Dichte kommen durch die 
variierende Beladung der HDL mit Lipiden und Proteinen zu Stande. HDL bestehen zu 
50% aus Lipiden und zu 50% aus Proteinen. Das Molekül, das in Abbildung 2 
schematisch dargestellt ist, hat einen hydrophoben Kern, der hauptsächlich aus 
verestertem und unverestertem Cholesterin und Triglyceriden besteht, sowie einer 
aus Phospholipiden, unverestertem Cholesterin und den Apolipoproteinen A1, A2, C 
und E gebildeten hydrophilen Hülle. 
 
 
Abbildung 2: Aufbau eines HDL-Moleküls;  
Apo = Apoprotein, PL = Phospholipid, chol. = Cholesterol, CE = Cholesterolester, TG = Triglyceride 







Den HDL kommt eine wichtige Aufgabe im Cholesterinstoffwechsel zu. Sie sind für 
den sogenannten reversen Cholesterintransport verantwortlich, bei dem Cholesterin 
aus den peripheren Geweben zur Leber transportiert wird, wo es dann in 
Gallensäuren umgewandelt wird. 
Daneben hat es aber noch zahlreiche weitere Aufgaben, die in Abbildung 3 dargestellt 
werden, darunter sowohl antithrombotische als auch antiinflammatorische Effekte. 
Die vasoprotektiven Einflüsse des HDL werden im folgenden Abschnitt ausführlicher 
dargestellt.   
 
Abbildung 3: Vielfältige Funktionen des HDL (entnommen aus: Navab et al. 2011); rot markiert sind die in der 
vorliegenden Arbeit untersuchten Funktionen 
HDL-Spiegel über 40 - 60 mg/dl gelten als protektiver Faktor bezüglich des 






1.3.3 HDL als Vasoprotektor 
Neben der wichtigen Funktion des HDL im Lipidstoffwechsel ist es auch direkt 
vasoprotektiv. 
Dieser Effekt des HDL wurde 2010 von Sorrentino et al. gezeigt. Sie untersuchten die 
Reendothelialisierungskapazität nach einer Gefäßverletzung im Maus-Modell. Durch 
Zugabe von HDL von Gesunden sowie HDL von Diabetikern wurde die 
Reendothelialisierung angeregt. Die im Anschluss erfolgte, vergleichende Färbung der 
nicht endothelialisierten Bereiche ergab einen signifikant höheren Effekt des HDL der 
Gesunden gegenüber dem der Diabetiker (Sorrentino et al. 2010). 
Des Weiteren ist HDL auch als Vasodilatator aktiv. 2004 zeigten Nofer et al. anhand 
eines Organbadexperimentes diese Eigenschaft des HDL. Dabei wurde die 
Konstriktion von Aortenringen durch HDL-Stimulation verringert. Als dafür 
verantwortlicher Mediator wurde die Stickstoffmonoxid-Produktion durch die 
endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) identifiziert (Nofer et al. 2004).  
 
Abbildung 4: Funktion und Regulation der endothelialen NO-Synthase (eNOS) 






Die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase ist eine von mindestens drei Isoformen 
des Enzyms, die im menschlichen Organismus vorkommen, darunter die strukturell 
ähnliche induzierbare und neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase (Fischmann et al. 
1999). Dieses Enzym katalysiert, wie in Abbildung 5 dargestellt, die NO-Synthese aus 
der Aminosäure L-Arginin, wobei außerdem Citrullin resultiert. 
Stickstoffmonoxid hat vielfältige Funktionen im Rahmen der Hämostase und der 
Gefäßregulation. So führt es Calcium-abhängig über cGMP-Bildung zur Erschlaffung 
der glatten Muskulatur der Blutgefäße, hemmt die bei der Atherosklerose-Entstehung 
entscheidende Oxidation von LDL und ist ein Hemmer der Thrombozytenaggregation.  
Eine Fehlfunktion der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase begünstigt daher 
über die reduzierte NO-Bildung die Entstehung von Atherosklerose. 
 
Abbildung 5: Beeinflussung der Endothelfunktion durch eNOS-katalysierte NO-Bildung 
 
Die Regulation der endothelialen NO-Synthase erfolgt durch verschiedene 
biochemische Mechanismen. Neben der Proteinkonzentration selbst sowie der 
intrazellulären Calciumkonzentration spielt die Phosphorylierung eine entscheidende 
Rolle. In der Struktur des Enzyms gibt es mehrere Phosphorylierungsstellen. Als 
wichtigste aktivierende Position gilt Serin-1177 (Dimmeler et al. 1999). Dieser Prozess 
wird durch die Proteinkinasen A, B und C katalysiert. Die negative 
Phosphorylierungsstelle mit der größten Bedeutung ist Threonin-495 (Fleming et al. 
2001), die durch die Proteinkinase C in der Regel ständig phosphoryliert ist. Die HDL-
induzierte eNOS-Aktivierung wird durch den Scavenger-Rezeptor B1 vermittelt 
(Yuhanna et al. 2001). 
Die daraus resultierende Fragestellung nach Unterschieden in der vasodilatatorischen 
Aktivität des HDL bei Gesunden und Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren 





Gesunden und Diabetikern wurde gezeigt, dass die Vasodilatation durch HDL von den 
Letztgenannten signifikant geringer war als die der Gesunden (Sorrentino et al. 2010). 
Gleiches gilt für HDL von Patienten mit koronarer Herzkrankheit (Besler et al. 2011) 
und primärem Antiphospholipidsyndrom (Charakida et al. 2009). 
Der biochemische Weg hinter den laborchemisch gezeigten Effekten basiert nach 
bisherigen Erkenntnissen auf der von Kuboki et al. gezeigten Beeinflussung der 
endothelialen NO-Synthase durch das Enzym Proteinkinase C-β (PKC-β), das die 
Aktivierung der eNOS hemmt (Kuboki et al. 2000). Dabei ist der Einfluss der PKC-β bei 
Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK) höher als bei Gesunden (Besler et al. 
2011). Diese Feststellung führte zu der Frage, worin der Unterschied zwischen HDL 
von Gesunden und HDL von Patienten mit KHK besteht. Laut Besler et al. liegt der 
Schlüssel zur Beantwortung dieser Frage in an HDL gebundenem Malondialdehyd 
(MDA), einem bei der Oxidation von mehrfach ungesättigten Fettsäuren anfallenden 
Abbauprodukt, das im HDL von Patienten mit KHK in höherer Konzentration 
gebunden ist als bei Gesunden (Besler et al. 2011). Das kommt laut der zuletzt 
genannten Arbeitsgruppe durch eine variierende Aktivität der Paraoxonase 1 (PON1), 
einem antioxidativen Enzym, das gemeinsam mit HDL im Plasma transportiert wird, 







1.4 Ziel der Arbeit 
 
Wie oben dargelegt ist die gestörte Endothelfunktion ein zentraler Mechanismus in 
der Pathophysiologie der chronischen Herzinsuffizienz. Diese unterliegt dabei 
zahlreichen Einflüssen, u.a. einer HDL-Stimulation, woraus sich die Frage nach der 
Rolle der HDL-Funktion bei der Herzinsuffizienz ergibt.  
Eine Verbesserung der Endothelfunktion durch Ausdauertraining konnte in mehreren 
tierexperimentellen (Kemi et al. 2005) sowie humanen Studien (Hambrecht et al. 
1998) gezeigt werden. 
Das Ziel dieser experimentellen Arbeit war es daher, zu untersuchen, ob die HDL-
induzierte Vasodilatation im Rahmen der chronischen Herzinsuffizienz beeinflusst 
wird und ob ein körperliches Ausdauertraining Auswirkungen darauf hat. 
Konkret stellten sich folgende Fragen: 
 
1. Gibt es Unterschiede zwischen der HDL-Funktion bei Gesunden und 
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz mit Fokus auf die 
Modulation der eNOS? 
 
2. Falls ja: Sind die Unterschiede abhängig von der Schwere der 
Erkrankung? 
 
3. Hat Ausdauertraining einen Einfluss auf diese Unterschiede? 
  




2. Materialien und Methodik 
2.1 Materialien 
2.1.1 Allgemeine Chemikalien und Lösungsmittel 
APS      Roth, Karlsruhe 
β-Mercaptoethanol    Roth, Karlsruhe 
BSA Albumin Fraktion V   Roth, Karlsruhe 
Bromphenolblau    Serva, Heidelberg 
Calciumcarbonat    Roth, Karlsruhe 
Calciumchlorid    Riedel-de Haën, Seelze 
EDTA      Roth, Karlsruhe 
Essigsäure     Roth, Karlsruhe 
Ethanol     Roth, Karlsruhe 
Glucose     Roth, Karlsruhe 
Glycin      Roth, Karlsruhe 
Kaliumbromid    Roth, Karlsruhe 
Kaliumchlorid    Riedel-de Haën, Seelze 
Kaliumdihydrogenphosphonat  Merck, Darmstadt  
Magnesiumsulfat    Roth, Karlsruhe 
Methanol     Roth, Karlsruhe 
Milchpulver     Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid    Roth, Karlsruhe 
Natriumhydrogencarbonat  Roth, Karlsruhe  
SDS      Roth, Karlsruhe 
Tris      Roth, Karlsruhe    
Tween 20     Roth, Karlsruhe 
2.1.2 Geräte 
Analysenwaage    PCE Deutschland, Meschede 
Dispergierer/Homogenisierer  ART Prozess- & Labortechnik, Mullheim 
Doppelheizblock    witeg Labortechnik, Wertheim 
Gelelektrophoresekammer  PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Magnetrührer    VWR International, Darmstadt 
Mikrozentrifuge    Sigma, Osterode am Harz 
Mikrozentrifuge    Eppendorf, Hamburg 
Photometer LAMBDA SCAN 200  MWG-Biotech AG, Ebersberg 
Präzisionswaage    Kern & Sohn, Balingen-Frommer 
Ultraschall NIUS 02    Asulab Research Laboratory, Schweiz 
Ultrazentrifuge Sorvall WX80  Thermo Fisher Scientific, USA   
Vortex Reagenzglasmischer  NeoLab, Heidelberg 





Human Coronary Artery Endothelial Cells 
Bezugsquelle:   Cell Systems Biotechnology, Troisdorf 
EGM ®-2MV Microvascular Endothelial Cell Growth Medium-2 
Bezugsquelle:   Lonza, USA 
2.1.4 Inhibitoren 
Rapamycin      Santa Cruz, Heidelberg 
CG53353      Merck Chemicals, UK 
2.1.5 Antikörper 
Anti-eNOS3      Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-Mouse-Biotin     Sigma-Aldrich, USA 
Anti-PKC-βII      Santa Cruz, Heidelberg 
Antiphospho-PKC-βII-Ser660   Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-p70S6K      Santa Cruz, Heidelberg 
Antiphospho-p70S6Kα-Ser411   Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-pNOS3–Ser
1177      BD Bioscience, Heidelberg 
Anti-pNOS3-Thr
495      BD Bioscience, Heidelberg 
Anti-Rabbit-HRP     Cell Signaling, USA 
Streptavidin      Merck Millipore, USA 
2.1.6 Chemolumineszenz und Filmentwicklung 
Amersham HyperfilmTM ECL   GE Healthcare, USA 
Chemolumineszenz Super Signal® West 
Pico, Enhancer- und Peroxide Solution  Thermo Fisher Scientific, USA 
Entwickler und Fixierer    Sigma-Aldrich, USA 
KODAK Film T-MAT PLUS DG FILM  Kodak AG,Stuttgart  
 
  




2.1.7 Sonstige Materialien 
Amicon® Ultra Centrifugal Filters   Merck Millipore, USA 
Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, USA 
Paraoxon      Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Phosphatase-Inhibitor-Mix II   Serva, Heidelberg 
Pierce® BCA Protein Assay    Thermo Fisher Scientific, USA 
Protease-Inhibitor-Mix M    Serva, Heidelberg    
Sterilfilter Durapore®, 0,22 µm GV  Merck Millipore, USA 
PVDF-Membran (Porengröße 0,45 µm)  Roth, Karlsruhe 
 
2.1.8 Soft- und Hardware 
Adobe Photoshop Elements 4.0   Adobe, USA 
Agfa Foto Look 3.00.09    Agfa, Belgien  
Lambda KC4: Kineticalc for Windows   MWG-Biotech AG, Ebersberg 
Scanalytics ONE-DSCAN 1.0   Scanalytics, USA  
SPSS Version 16.0     SPSS Inc., USA 
  




2.2 Patientengruppen und Probenentnahme 
 
Für die Studie wurden insgesamt 40 Probanden rekrutiert, wie in Abbildung 6 
detailliert dargestellt ist. Als Probenmaterial diente peripheres Blut. 
Zunächst wurden die Blutproben von 16 gesunden Kontrollpersonen sowie 24 
Patienten mit Herzinsuffizienz (linksventrikuläre Ejektionsfraktion <40%) untersucht, 
davon acht Patienten mit Herzinsuffizienz im Stadium NYHA II sowie 16 Patienten mit 
Herzinsuffizienz im Stadium NYHA III. Letzteren wurde ebenso wie den Gesunden 
jeweils vor und nach einem zwölf- bzw. vierwöchigen Trainingsprogramm, das im 
weiteren Verlauf näher beschrieben wird, Blut abgenommen. 
 
Abbildung 6: Studiendesign 
Die gesunden Kontrollpersonen hatten eine normale linksventrikuläre 
Ejektionsfraktion von >55% ohne Anzeichen oder Symptome einer Herzinsuffizienz 
sowie keine koronarangiographisch nachweisbare koronare Herzkrankheit. 
Die Patientenseren wurden im direkten Anschluss an die Blutentnahme durch eine 
zehnminütige Zentrifugation bei 3000 rpm und 4° C gewonnen und bei  
-80° C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
  






Wie im vorherigen Abschnitt bereits erwähnt, absolvierten sowohl die Gesunden der 
Kontrollgruppe als auch die Patienten mit Herzinsuffizienz im Stadium NYHA III ein 
mehrwöchiges Trainingsprogramm. 
Das vierwöchige Training der Kontrollgruppe beinhaltete ein 
Fahrradergometertraining bei einer VO2max von 65 – 75%. Es fand viermal täglich für 
je 30 Minuten an fünf Tagen pro Woche unter Supervision in der Klinik statt. 
Das Trainingsprogramm der Patienten mit Herzinsuffizienz im Stadium NYHA III 
erfolgte über eine Dauer von zwölf Wochen. In den ersten drei Wochen fand es unter 
Supervision im Krankenhaus statt und beinhaltete drei- bis sechsmal täglich je fünf bis 
zwanzig Minuten Training auf dem Fahrradergometer bis zu einer Belastung von 50% 
der VO2max. Vor der Entlassung der Patienten aus der Klinik erfolgte eine erneute 
Spiroergometrie zur Festlegung der Zielfrequenz für das häusliche Training. Diese war 
definiert als die Herzfrequenz, die bei 60% der VO2max erreicht wurde. Den Patienten 
wurde für die Dauer des Trainingsprogramms ein Fahrradergometer zur Verfügung 
gestellt, auf dem sie zwölf Wochen lang täglich für je zwanzig bis dreißig Minuten im 
Bereich ihrer Zielfrequenz trainierten. Zusätzlich fand einmal pro Woche ein 
einstündiges, beaufsichtigtes Gruppentraining bestehend aus Walking, Gymnastik 
und Ballspielen ohne Wettbewerbscharakter statt. 
Die Trainingszeit bzw. der Trainingsumfang war in Summe bei beiden Gruppen 
identisch. 
  




2.4 HDL-Isolation und HDL-Aufreinigung 
 
Aus 72 Patientenseren wurde, wie in Abbildung 7 dargestellt, durch 
Ultrazentrifugation HDL isoliert. 
 
Abbildung 7: Ablauf der Ultrazentrifugation, farblich markiert sind die jeweils zum nächsten Zentrifugationsschritt 
transferierten Anteile 
Dazu wurden am ersten Tag jeweils 1 ml Patientenserum und 7 ml Dichtelösung 
1,006 (1 g KBr in 100 ml H2O) in Zentrifugenröhrchen gefüllt und mit 50000 rpm für 
24 Stunden bei 4° C in einer Ultrazentrifuge (T865-Rotor) zentrifugiert. 
Nach den 24 Stunden wurde die Zentrifuge mit maximaler Bremskraft angehalten. 
Der Überstand und das Pellet wurden verworfen, der Unterstand in ein neues 
Zentrifugenröhrchen transferiert und dieses erneut mit Dichtelösung 1,006 (1 g KBr in 
100 ml H2O) aufgefüllt. Anschließend erfolgte wieder die Zentrifugation mit 
50000 rpm für 24 Stunden bei 4° C. 
Am dritten Tag wurde nach erneutem Anhalten der Zentrifuge mit maximaler 
Bremskraft noch einmal der Überstand verworfen und der Unterstand in ein neues 
Zentrifugenröhrchen überführt, das dieses Mal mit Dichtelösung 1,063 (9,2 g KBr in 
100 ml H2O) aufgefüllt wurde. Die Zentrifugation erfolgte mit 50000 rpm für 
72 Stunden bei 4° C im T865-Rotor. 
Nach diesem Schritt befand sich das HDL im Überstand, der wiederum in ein neues 
Zentrifugenröhrchen überführt und mit Dichtelösung 1,210 (30,5 g KBr in 100 ml H2O) 
aufgefüllt wurde. Darauf folgend wurde letztmalig mit 50000 rpm für 24 Stunden bei 
4°C zentrifugiert und die Zentrifuge mit maximaler Bremskraft angehalten. 




Im Anschluss wurde der HDL-enthaltende Überstand (1 – 2 ml) in ein Falcon-Tube mit 
einem 30K-Filter transferiert, um das KBr zu entfernen. Das Röhrchen wurde für 
10 Minuten mit 3500 x g zentrifugiert und der Durchfluss wurde verworfen. Im 
Anschluss erfolgten die Zugabe von 1 ml Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7,2), dessen 
Zusammensetzung in Tabelle 3 genannt ist, und eine weitere Zentrifugation für 
10 Minuten bei 3500 x g. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Dieses 
Prozedere erlaubt es, das HDL zu konzentrieren und den KBr-haltigen Puffer gegen 
Krebs-Henseleit-Puffer auszutauschen. 
Tabelle 3: Zusammensetzung des Krebs-Henseleit-Puffers 
Chemikalien Anteil 
NaCl 118 mM 
KCl 4,7 mM 
MgSO4 1,2 mM 
CaCl2 1,25 mM 
KH2PO4 1,2 mM 
NaHCO3 25 mM 
Glucose 11 mM 
 
Zum Schluss erfolgte eine Sterilfiltration mit 10000 rpm für 30 Sekunden und 
abschließend eine sterile Überführung der HDL-Isolate in Tubes zur Aufbewahrung. 
Diese ist für eine Woche bei 4°C möglich. 
Um vergleichend mit den HDL-Isolaten arbeiten zu können, wurde zunächst eine 
Proteinbestimmung durchgeführt. Diese erfolgte photometrisch bei einer 
Wellenlänge von 562 nm mit Pierce® BCA Protein Assay nach Herstellerangaben; als 
Standard wurde BSA verwendet. 
Zum Reinheitsnachweis des isolierten HDL wurde eine Polyacrylamid-
Gelelektrophorese mit einer 12%igen SDS-Page und 10 µg Protein jedes Isolates 
durchgeführt. Anschließend erfolgte eine Färbung des Gels mit Coomassie R250. 
Nach 24 Stunden wurde es mit 50% Methanol und 5% Essigsäure in destilliertem 
Wasser entfärbt. Anhand des mitgeführten Markers konnte die Position des Apo-
Proteins A1, des Hauptproteins des HDL, mit einer Molekülgröße von 28 kDa 
identifiziert und die Qualität der HDL-Isolate überprüft werden.  





Abbildung 8: SDS-Page nach Färbung mit Coomassie-Blau zum Nachweis von HDL mit Größenmarker (M), 
BSA-Standard (B) und den HDL-Proben (P) 
  
2.5 Zellkultur und Stimulation der Zellen mit HDL 
 
Humane Aortenendothelzellen wurden in Microvascular Endothelial Cell Growth 
Medium-2 bis zu einer Konfluenz von 80 bis 90% kultiviert. 
Um die Signalwege zu eruieren, wurden die Zellen eine Stunde vor der Stimulation 
mit HDL mit spezifischen Inhibitoren vorbehandelt, darunter Rapamycin (20 nmol/l) 
zur Inhibierung von p70S6K und CG53353 (2 µmol/l) zur Inhibierung von PKC-βII. 
Die Stimulation der humanen Aortenendothelzellen mit HDL erfolgte unter sterilen 
Bedingungen auf 12-Well-Zellkulturplatten. Die Zellen wurden mit je 50 µg/ml des 
isolierten HDL für 0/ 5/ 10/ 15/ 30 und 60 Minuten inkubiert. Jeweils nach Ablauf der 
Inkubationszeit wurden die Platten abgekippt und jedes Well mit 1000 µl PBS gespült. 
Anschließend wurden zum Lysieren der Zellen 100 µl eisgekühlten RIPA-Puffers, 
dessen Zusammensetzung in Tabelle 4 genannt ist, mit Protease-Inhibitor-Mix M 
sowie Phosphatase-Inhibitor-Mix II hinzugegeben. Nach fünf Minuten wurden die 
Zelllysate abpipettiert und in Eppendorf-Gefäße überführt, die sofort mit flüssigem 
Stickstoff abgekühlt und dann bei -80°C aufbewahrt wurden. 
  




Tabelle 4: Zusammensetzung des RIPA-Puffers 
Zusammensetzung 
490 µl Stocklösung aus: 50 mM Tris pH 7.4 
  1 % NP-40 
  0,25 % Na-desoxycholat 
  150 mM NaCl 
  1 mM EDTA 
5 µl Protease Inhibitor Mix M,  
100-fach konzentriert 
  




Eine Proteinbestimmung erfolgte photometrisch mit BSA-Standard und Pierce® BCA 
Protein Assay laut Herstellerangaben bei einer Wellenlänge von 562 nm. 
Die Stimulation erfolgte mit jedem Patientenserum dreifach.  
 
2.6 Gelelektrophorese und Western Blot 
 
Es wurden 10 µg des Gesamtproteins auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen und durch 
Gelelektrophorese aufgetrennt. Dafür wurde das Protein mit je 10 µl Lysepuffer, 
dessen Zusammensetzung in Tabelle 5 genannt ist, für zehn Minuten bei 95° C lysiert 
und anschließend auf die Trägermatrix aufgetragen.  




Tris pH 8,3 310 mM 
Bromphenolblau Messerspitze 
Aqua dest. Zum Auffüllen 
 
Dazu diente eine 8 %-ige SDS-Page, die wie in Tabelle 6 aufgeführt ist, hergestellt 
wurde. 
  




Tabelle 6: Zusammensetzung der SDS-Page (TG = Trenngel, SG = Sammelgel) 
Trenngel: 
4 ml Acrylamid / Bisacrylamid, 30 % / 0,8 % 
3,75 ml TG-Puffer 
(8 mM EDTA; 1,5 mM Tris; 0,4 % SDS; pH 8,8) 
7,3 ml Wasser 
50 µl TEMED 
90 µl APS (10 %) 
Sammelgel: 
2 ml Acrylamid / Bisacrylamid, 30% / 0,8 % 
3,3 ml SG-Puffer 
(8 mM EDTA; 0,5 mM Tris; 0,4 % SDS; pH 6,8) 
7,8 ml Wasser 
40 µl TEMED 
150 µl APS (10 %) 
 
Die für die Gelelektrophorese angelegte Spannung betrug beim Durchlaufen des 
Sammelgels 70 V, beim Durchlaufen des Trenngels 90 V. 
 
Abbildung 9: Gelelektrophorese 
Nach diesem Prozedere wurden die nach Molekülgröße aufgetrennten Proteine 
durch zweistündiges Blotten bei 30 V und 400 mA auf eine PVDF-Membran 
(Porengröße 0,45 µm) transferiert, die anschließend getrocknet wurde. 





Abbildung 10: Blot mit erkennbarem Größenmarker 
Um die spezifischen Proteine zu detektieren, wurde die Membran, wie im weiteren 
Verlauf beschrieben, mit mehreren Antikörpern inkubiert. Zunächst wurden jedoch 
die freien Bindungsstellen mit fünfprozentiger Milch blockiert.  
2.6.1 Bestimmung der pNOS3 und NOS3 
Zur Detektion der phosphorylierten endothelialen NO-Synthase (pNOS3) wurde die 
Membran mit den Antikörpern Anti-pNOS3–Ser
1177 sowie Anti-pNOS3-Thr
495 inkubiert. 
Das Prinzip wird in Abbildung 11 schematisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 11: Immunhistochemischer Nachweis der phosphorylierten NO-Synthase (Ag), Chem = Chemolumineszenz 
  





1177 wurde 1:2000 in einprozentiger Milch verdünnt. 
Die PVDF-Membran wurde dann zunächst für eine Stunde bei Raumtemperatur in der 
Antikörperlösung geschwenkt, über Nacht bei 4°C weiter inkubiert und am nächsten 
Morgen erneut für eine Stunde bei Raumtemperatur geschwenkt. Zum Schluss 
erfolgte die dreimalige Spülung der Membran mit TTBS, das, wie in Tabelle 7 
aufgeführt, hergestellt wurde. 
 
Tabelle 7: Zusammensetzung des TTBS 
Chemikalien Anteil 
Tris 50 mM 
NaCl 150 mM 
Tween 20 0,05 % 
 
Im nächsten Schritt wurde die Membran mit dem Antikörper Anti-Mouse-Biotin 
inkubiert, der 1:5000 in einprozentiger Milch verdünnt war. Nachdem die Membran 
für eine Stunde bei Raumtemperatur in der Antikörperlösung geschwenkt wurde, 
erfolgte erneut die dreimalige Spülung mit TTBS. 
Zuletzt wurde die Membran mit Streptavidin-POD, 1:200 verdünnt in einprozentiger 
Milch, für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und abschließend dreimal mit 
TTBS gewaschen. 
Nach exakt dem gleichen Prinzip wurde mit dem Antikörper Anti-pNOS3-Thr
495 
verfahren, der ebenfalls 1:2000 in einprozentiger Milch verdünnt wurde. 
Zum Schluss wurden die nun mit Antikörpern besetzten PVDF-Membranen mit 
Chemolumineszenz entwickelt. Dafür wurden Reagenz A und B der 
Chemolumineszenzlösung im Verhältnis 1:1 gemischt, auf die Membranen geträufelt 
und für fünf Minuten darauf belassen. Nach Ablauf der Zeit wurde die Flüssigkeit 
abgekippt und die Membranen in eine Filmkassette eingebracht. Es erfolgte die 
Detektion der lumineszierenden Banden in der Dunkelkammer auf Amersham 
HyperfilmTM ECL. 
Vor der weiteren Arbeit mit den Membranen wurden sie mit TTBS und destilliertem 
Wasser gewaschen. 
Um einen rechnerischen Bezug zu den Werten der phosphorylierten endothelialen 
NO-Synthase zu bekommen, wurden die Membranen in einem weiteren Schritt mit 
Antikörpern inkubiert, die die gesamte endotheliale NO-Synthase markieren. 
Dazu erfolgte zunächst die vierstündige Inkubation mit dem 1:200 in einprozentiger 
Milch verdünnten Anti-eNOS3 bei Raumtemperatur mit anschließender dreimaliger 
Spülung mit TTBS. 




Danach wurden die Membranen mit Anti-Rabbit-HRP, 1:1000 in einprozentiger Milch 
verdünnt, für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und dreimal mit TTBS 
gespült. 
Die Entwicklung der Membranen erfolgte analog des oben beschriebenen Procederes 
auf KODAK Film T-MAT PLUS. 
 
Abbildung 12: Entwickelter Film nach Chemolumineszenz der Antikörper-markierten Proteinbanden (eNOS gesamt) 
 
2.6.2 Bestimmung der PKC-βII 
Nachdem die im vorigen Abschnitt angegeben Antikörper durch Stripping-Solution, 
deren Zusammensetzung in Tabelle 8 aufgeführt ist, gelöst wurden und die freien 
Bindungsstellen der Membranen erneut mit fünfprozentiger Milch geblockt wurden, 
erfolgte die Inkubation mit den Antikörpern Anti-PKC-βII sowie Antiphospho-PKC-βII-
Ser660 in einer Verdünnung von 1:200 in einprozentiger Milch bei 4° C über Nacht. Am 
nächsten Tag wurde nach dreimaliger Spülung mit TTBS mit 1:1000 in einprozentiger 
Milch verdünntem Anti-Rabbit-HRP für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 
Tabelle 8: Zusammensetzung der Stripping Solution  
Chemikalien Anteil 
Glycin 180 mg 
β-Mercaptoethanol 136 µl 
HCl (10 N) 2 Trpf. 
H2O 20 ml 
 
2.6.3 Bestimmung der Phosphorylierung von p70S6K-Ser411  
Nachdem erneut die gebundenen Antikörper mittels Stripping Solution (Tabelle 8) 
von der Membran gelöst wurden und die freien Bindungsstellen mit fünfprozentiger 
Milch geblockt wurden, erfolgte die Inkubation mit den Antikörpern Anti-p70S6K 
bzw. Antiphospho-p70S6Kα-Ser411 in einer Verdünnung von 1:200 in einprozentiger 
Milch bei 4° C über Nacht. Am folgenden Tag wurde nach dreimaliger Spülung mit 




TTBS mit 1:1000 in einprozentiger Milch verdünntem Anti-Rabbit-HRP für eine Stunde 
bei Raumtemperatur inkubiert. 
2.6.4 Auswertung der Filme 
Die Filme wurden mit Agfa Foto Look 3.00.09 eingescannt, mit Adobe Photoshop 
Elements 4.0 in der Größe angepasst und mit  Scanalytics ONE-DSCAN 1.0 
ausgewertet. 
Dabei wurden die Dichtewerte der Banden ermittelt und dann die ermittelten Werte 
für die Banden der pNOS3 ins Verhältnis zu denen der NOS3 gesetzt. 
So wurden auch die Werte für die Banden der phosphorylierten PKC-βII ermittelt, die 
wiederum auf die Werte der gesamten PKC-βII bezogen wurden. 
Alle Werte wurden dreifach erhoben. Anschließend wurden die durchschnittlichen 
Phosphorylierungswerte errechnet. 
 
2.7 Messung der NO-Produktion durch ESR-Spektroskopie 
 
Die Messung der NO-Produktion erfolgte in Zürich durch die Arbeitsgruppe von 
Prof. Dr. Ulf Landmesser. Dafür wurden Proben der HDL-Isolate unmittelbar nach der 
Isolation und Aufreinigung gekühlt verschickt. 
Humane Aortenendothelzellen (Cambrex Bio Science, USA) wurden eine Stunde lang 
bei 37°C mit HDL (50 µg/ml) inkubiert. Die endotheliale NO-Produktion wurde mittels 
Elektronenspinresonanz (ESR) - Spektroskopie unter Verwendung von Fe(DETC)2 als 
Spinmarker gemessen. Die ESR-Spektren der in flüssigem Stickstoff gekühlten Proben 
wurden mit einem Bruker e-scan Spektrometer (Bruker BioSpin, Rheinstetten) 
ermittelt. 
  




2.8 Messung der Paraoxonase-1-Aktivität 
 
Neben den bereits genannten Enzymaktivitäten wurde auch die Aktivität des HDL-
assoziierten Enzyms Paraoxonase 1 (PON 1) photometrisch auf 96-Well-Plates 
gemessen. Jedes der genutzten Plates enthielt Leerproben zur Registrierung der 
spontanen Hydrolyse des Substrats Paraoxon. 
Zunächst wurde das HDL 1:40 (je 5 µl HDL in 200 μl Puffer) in Pufferlösung, deren 
Zusammensetzung in Tabelle 9 genannt wird, verdünnt. Die Reaktion wurde 
anschließend durch Zugabe von 1,5 mM Paraoxon gestartet. 
Tabelle 9: Zusammensetzung der Pufferlösung zur Verdünnung des HDL bei der PON 1-Messung 
Chemikalien Anteil 
Tris-HCl, pH 8.0 10 mM 
NaCl 0,1 M 
CaCl2 2 mM 
 
Die photometrische Messung zur Bestimmung der durch Paranitrophenolentstehung 
steigenden Absorption erfolgte über 30 Minuten in Intervallen von 30 Sekunden bei 
einer Wellenlänge von 405 nm. Der zur Berechnung der Paraoxonaseaktivität 
verwendete Extinktionskoeffizient betrug 17000 M-1 x cm-1 bei 24°C. 
Die Aktivität wird als entstandene Menge des Paranitrophenols in Nanomol pro 
Minute und pro Milligramm des eingesetzten HDL angegeben. 
Die Messung erfolgte für jede Probe dreifach. Anschließend wurde die 
durchschnittliche Enzymaktivität errechnet. 
 
2.9 Quantifizierung des an HDL gebundenen Malondialdehyds 
 
Das freie und das proteingebundene Malondialdehyd wurden mittels eines käuflich 
erworbenen Lipidperoxidase-Assay-Kit (ALDetect; Enzo Life Sciences, Lörrach) laut 
Herstellerangaben ermittelt. 
  




2.10 Messung der Endothelfunktion 
 
Es wurde nicht-invasiv die Fluss-vermittelte Vasodilatation der Arteria radialis 
gemessen. Mittels HR-Ultraschall wurde dabei der innere Durchmesser des Gefäßes 
bestimmt. 
Der Basiswert wurde nach mindestens 20-minütiger Ruhephase unter 
standardisierten Bedingungen in einem ruhigen, temperaturkontrollierten Raum 
gemessen. Dazu wurde ein 10 MHz-Schallkopf 5 cm proximal des Handgelenkes 
senkrecht über der Arteria radialis positioniert. Dabei bestand kein direkter 
Hautkontakt. Zur Vermeidung unkontrollierter Bewegungen war der Unterarm des in 
Rückenlage befindlichen Patienten auf einer speziellen Vorrichtung gelagert. 
Zur Messung der Fluss-vermittelten Vasodilatation selbst wurde die Arteria brachialis 
für fünf Minuten durch eine Blutdruckmanschette komprimiert, die auf einen Wert 
50 mmHg über dem systolischen Blutdruck aufgepumpt wurde. Im Anschluss daran 
wurde der Durchmesser der Arteria radialis kontinuierlich für 180 Sekunden 
aufgezeichnet. Daraus wurde der maximale Durchmesser ermittelt, der dann ins 
Verhältnis zum Ausgangswert gesetzt wurde. 
Die Messung der Endothelfunktion erfolgte bei allen Patienten durch 
Frau PD Dr. Sandra Erbs, die sowohl gegenüber der Identität der Patienten als auch 
der Gruppenzugehörigkeit und des Interventionsstatus‘ verblindet war. 
2.11 Statistische Auswertung 
 
Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS Version 16.0. Alle Daten werden als 
Mittelwert ± Standardfehler (MW ± SEM) angegeben. Bei der Auswertung von mehr 
als zwei Gruppen erfolgte eine ANOVA-Analyse (analysis of variance). Im Fall von 
nicht-normalverteilten Daten wurde der Kruskal-Wallis nicht-parametrische Test 










Sowohl von der gesunden Kontrollgruppe als auch von den Patienten mit chronischer 
Herzinsuffizienz im Stadium NYHA III wurden die in Tabelle 10 aufgeführten Daten zu 
zwei Zeitpunkten erhoben, und zwar vor Beginn und nach Abschluss des erfolgten 
Ausdauertrainings. 
Tabelle 10: Patientendaten 
 Gesund 




Beginn (n=16)       Ende (n=16) 
Alter [Jahre] 68±2 68±2 54±4 63±2 63±2 
BMI [kg/cm2] 27.3±1,0 27,6±0,9 30,6±1,5 28,7±0,7 28,3±0,8 
Bluthochdruck [n] 14 (87,5%) 14 (87,5%) 3 (37,5%) 16 (100%) 16 (100%) 
Diabetes mellitus [n] 2 (12,5%) 2 (12,5%) 1 (12,5%) 3 (18,8%) 3 (18,0%) 
Raucher [n] 3 (18,7%) 1 (6,3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 
LV-Ejektionsfraktion [%] 62±2 60±3 26±2** 26±1** 32±2
§
 
VO2max [ml/kg*min] 21,9±1,0 24,7±1,2
&





     
Ischämisch [n]   3 (37,5%) 9 (56,3%)  
Dilatative Kardiomyopathie 
[n] 
  5 (62,5%) 7 (43,7%)  
Kardiovaskuläre 
Medikation: 
     
Betablocker [n] 12 (75%) 12 (75%) 5 (62,5%) 15 (93,4%) 15 (93,4%) 
ACE-Hemmer oder ATII-
Blocker [n] 
6 (37,5%) 6 (37,5%) 8 (100%)* 16 (100%)* 16 (100%)* 
Aldosteron-Antagonist [n] 0 (0%) 4 (25%) 3 (37,5%)* 16 (100%)* 16 (100%)* 
Lipidprofil:      
Cholesterin gesamt 
[mmol/l] 
5,5±0,4 4,7±0,3 6,3±0,3 5,3±0,3 4,7±0,3 
LDL-Cholesterin [mmol/l] 3,2±0,2 2,7±0,2
&
 4,3±0,4 3,3±0,3 2,8±0,2
§
 





* p<0,05 vs. Gesund; ** p<0,001 vs. Gesund; 
#
 p<0,05 vs. NYHA-II; 
§
 p<0,05 vs. NYHA-III Beg.; 
 
&
 p<0.05 vs. Gesund Beg. 
Bezüglich der linksventrikulären Ejektionsfraktion, der maximalen 
Sauerstoffausschöpfung sowie der Medikation, bestehend aus Betablockern, ACE-
Hemmern oder ATII-Blockern und Aldosteronantagonisten, bestanden, wie zu 
erwarten war, signifikante Unterschiede zwischen den Gesunden und den 
Herzinsuffizienten. 
Keine signifikanten Unterschiede bestanden hinsichtlich des Alters, des Body-Mass-





Unter den Gesunden gab es zu Beginn der Studie drei Raucher, am Ende noch einen. 
Alle Herzinsuffizienten waren zu beiden Zeitpunkten Nichtraucher. 
Bei der Betrachtung der Lipidprofile der einzelnen Probandengruppen fiel das 
signifikant niedrigere HDL-Level der NYHA-III-Patienten gegenüber dem der 
Gesunden und der NYHA-II-Patienten auf. 
Das Ausdauertraining, das von der gesunden Kontrollgruppe und den NYHA-III-
Patienten absolviert wurde, führte zu den im Folgenden aufgeführten Veränderungen 
bezüglich der zu Beginn erhobenen Daten. 
Bei den Gesunden kam es zu einem Anstieg der maximalen Sauerstoffausschöpfung 
von 21,9 ± 1,0 auf 24,7 ± 1,2 ml/kg*min (p<0,05) sowie des HDL-Levels von 1,4 ± 0,2 
auf 1,5 ± 0,2 mmol/l (p < 0,05). Das LDL-Level hingegen sank von 3,2 ± 0,2 auf 
2,7 ± 0,2 mmol/l (p < 0,05). 
In der Gruppe der NYHA-III-Patienten gab es ebenfalls einen Anstieg der maximalen 
Sauerstoffausschöpfung von 14,9 ± 0,6 auf 16,8 ± 0,9 ml/kg*min (p < 0,05). Zusätzlich 
war in diesem Kollektiv eine Verbesserung der linksventrikulären Pumpfunktion von 
26,1 ± 1% zu 32 ± 2% zu verzeichnen (p < 0,05). Bezüglich des Lipidprofils kam es 
während des Ausdauertrainings zu keiner Veränderung. 








3.2 Einfluss körperlichen Ausdauertrainings auf die HDL-induzierte 
eNOS-Phosphorylierung 
 
Die eNOS-Phosphorylierung nach der Inkubation von humanen aortalen 
Endothelzellen (HAEC) mit HDL von Gesunden, NYHA II- und NYHA III-Patienten 
werden, jeweils bezogen auf die unstimulierten Zellen, mit repräsentativen 
Ausschnitten der Western Blots in den folgenden Balkendiagrammen dargestellt. 
Diese Darstellung erfolgt getrennt für die eNOS-Phosphorylierung an der 
aktivierenden Position Ser1177 (Abbildung 13) und der deaktivierenden Position Thr495 
(Abbildung 14). Im Falle der gesunden Kontrollgruppe und der NYHA III-Patienten 
erfolgt zusätzlich eine Aufschlüsselung in prä- und postinterventionelle Ergebnisse, 
also vor (Beg.) und nach (Ende) Absolvieren des körperlichen Ausdauertrainings. 
 
Abbildung 13: eNOS-Phosphorylierung an Position Ser
1177 






Die Inkubation der HAEC mit HDL der gesunden Kontrollgruppe führte zu einer 
4,7 (±0,4)-fachen Steigerung der eNOS-Phosphorylierung an Position Ser1177 
gegenüber den unstimulierten Zellen, an der Position Thr495 kam es zu einem 
1,5 (±0,4)-fachen Anstieg. 
Im Falle des HDL der NYHA II-Patienten erhöhte sich die Phosphorylierung an Position 
Ser1177 zwar geringer (exakt 3,7 (±1,1)-fach)  und an Position Thr495 stärker (2,6 (±0,5)-
fach), beides war gegenüber der Kontrollgruppe jedoch nicht signifikant. 
Anders ist das im Falle der NYHA III-Patienten. Dabei ergab sich eine 1,7 (±0,2)-fache 
Steigerung an Position Ser1177 sowie eine 3,3 (±0,4)-fache an Position Thr495. Im 
Vergleich mit den Gesunden entspricht das einem Signifikanzniveau von p < 0,001 
(Ser1177) bzw. p < 0,05 (Thr495). 
 
Abbildung 14: eNOS-Phosphorylierung an Pos Thr
495






Das Ausdauertraining erbrachte bei den NYHA III-Patienten eine signifikante 
Steigerung der eNOS-Phosphorylierung an Position Ser1177. Sie stieg von 1,7 (±0,2)-
fach gegenüber den unstimulierten Zellen vor Beginn des Trainings auf 3,3 (±0,5)-fach 
nach Abschluss des zwölfwöchigen Trainingsprogramms (p < 0,01). Die eNOS-
Phosphorylierung an Position Thr495 wiederum sank bei dieser Patientengruppe von 
anfänglich 3,3 (±0,4)-fach bezogen auf unstimulierte Zellen auf 2,1 (±0,4)-fach am 
Ende (p < 0,05). 
Im Gegensatz dazu kam es in der gesunden Kontrollgruppe durch das 
Ausdauertraining nicht zu einer signifikanten Veränderung der eNOS-
Phosphorylierung. Nach der präinterventionell 4,7 (±0,4)-fachen Erhöhung gegenüber 
unstimulierten Zellen ergab deren Bestimmung postinterventionell eine 4,1 (0,4)-
fache Erhöhung. Die eNOS-Thr495-Phosphorylierung veränderte sich ebenfalls nicht 
signifikant. Vor dem Training war diese 1,5 (±0,4)-fach, danach 1,5 (±0,3)-fach 






3.3 Endotheliale NO-Produktion durch HDL-Stimulation 
 
Die im vorherigen Abschnitt aufgezeigten Unterschiede bezüglich der HDL-
vermittelten eNOS-Phosphorylierung waren so auch bei der ESR-spektroskopischen 
Messung der HDL-induzierten endothelialen NO-Produktion nachzuvollziehen, wie in 
Abbildung 15 dargestellt ist.   
 
Abbildung 15: ESR-spektroskopisch ermittelte endotheliale NO-Produktion nach HDL-Stimulation 
(50 µg/ml, 60 min bei 37° C) 
 
Die endotheliale NO-Produktion war bei den Patienten mit chronischer 
Herzinsuffizienz im Stadium NYHA III signifikant niedriger als bei der gesunden 
Kontrollgruppe. Körperliches Ausdauertraining führte bei den NYHA III-Patienten zu 
einer signifikanten Steigerung der endothelialen NO-Produktion, während es bei der 





3.4 HDL-induzierte Phosphorylierung der PKC-βII-Ser660 
 
Die nach HDL-Stimulation der HAEC ermittelte Phosphorylierung der PKC-βII-Ser660 
wird zusammen mit repräsentativen Beispielen der Western Blots in Abbildung 16 
bezogen auf unstimulierte Zellen dargestellt. 
Die Inkubation der HAEC mit HDL der gesunden Kontrollgruppe führte gegenüber den 
unstimulierten Zellen zu einer 1,4 (± 0,3)-fach gesteigerten Phosphorylierung der 
PKC-βII-Ser660. Bei Stimulation mit HDL von chronisch herzinsuffizienten Patienten 
stieg die PKC-βII-Ser660-Phosphorylierung mit zunehmender Schwere der Erkrankung 
an. So kam es bei NYHA-Stadium II zu einer 1,8 (± 1,1)-fachen Steigerung, bei NYHA-
Stadium III zu einer 2,2 (± 0,7)-fachen (p<0,05). Das körperliche Ausdauertraining 
bewirkte bei der gesunden Kontrollgruppe keine signifikante Veränderung der PKC-
βII-Ser660-Phosphorylierung (1,6 (± 0,2)-fach gegenüber 1,4 (± 0,3)-fach zu Beginn; 
p=NS), wohingegen es bei den NYHA III-Patienten zu einer signifikanten Reduktion 
derselben führte (1,4 (± 0,2)-fach gegenüber 2,2 (± 0,7)-fach zu Beginn; p<0,05). 
 
 
Abbildung 16: Phosphorylierung der PKC-βII an Position Ser
660





Um den genauen Einfluss der aktivierten PKC-βII auf die HDL-induzierte eNOS-
Phosphorylierung einschätzen zu können, wurde, exemplarisch mit dem HDL der 
NYHA III-Patienten, die eNOS-Phosphorylierung an den Positionen Ser1177 und Thr495 
jeweils mit und ohne spezifischen PKC-βII-Inhibitor, CG53353, ermittelt. Die Resultate 




Abbildung 17: eNOS-Phosphorylierung an Position Ser
1177
 nach HDL-Stimulation (50 µg/ml) in Ab- (-) und Anwesenheit (+) 
des PKC-βII-Inhibitors CG53353 
 
Wie dort zu sehen ist, führte die Hemmung der PKC-βII zu keiner signifikanten 
Veränderung der HDL-induzierten eNOS-Phosphorylierung an Position Ser1177. 







Abbildung 18: eNOS-Phosphorylierung an Position Thr
495
 nach HDL-Stimulation (50 µg/ml) in Ab- (-) und Anwesenheit (+) 






3.5 HDL-induzierte Phosphorylierung von p70S6K-Ser411 
 
Die nach HDL-Stimulation der HAEC ermittelte Phosphorylierung der P70S6-Kinase an 
Position-Ser411 wird gemeinsam mit repräsentativen Ausschnitten der Western Blots 
in Abbildung 19 abgebildet. 
 
 
Abbildung 19: HDL-induzierte Phosphorylierung der p70S6-Kinase (HDL 50 µg/ml) 
 
Die Inkubation der HAEC mit HDL der gesunden Kontrollgruppe führte gegenüber 
unstimulierten Zellen zu einer 1,5 (± 0,2)-fach erhöhten Phosphorylierung der p70S6K 
an Position Ser411. Durch Stimulation mit HDL der NYHA II-Patienten kam es zu einem 
1,9 (± 0,4)-fachen Anstieg, im Falle der NYHA III-Patienten zu einem 3,1 ± (0,7)-
fachen. Anders formuliert stieg mit zunehmender Schwere der chronischen 
Herzinsuffizienz die p70S6K-Phosphorylierung. 
Nach körperlichem Ausdauertraining sank diese Phosphorylierung  bei Patienten mit 





p<0,01), wohingegen es bei der gesunden Kontrollgruppe zu keiner signifikanten 
Beeinflussung kam (1,7 (± 0,2)-fach gegenüber 1,5 (± 0,2)-fach zu Beginn; p=NS). 
Abbildung 20 zeigt, dass die HDL-induzierte Phosphorylierung der p70S6K an Position 
Ser411 bei Anwesenheit des spezifischen PKC-βII-Inhibitors CG53353 signifikant 
vermindert ist. 
 
Abbildung 20: Phosphorylierung der p70S6K an Position Ser
411
 nach Stimulation der HAEC mit HDL (50 µg/ml) der 
Patienten mit CHF NYHA III unter Ab- (-) und Anwesenheit (+) des spezifischen PKC-βII-Inhibitors CG53353 
 
Des Weiteren war bei Anwesenheit des spezifischen p70SK6-Inhibitors Rapamycin die 
HDL-induzierte eNOS-Phosphorylierung an Position Thr495 signifikant verringert 












Abbildung 21: eNOS-Phosphorylierung an Position Ser
1177
 (A) bzw. Thr
495
 (B) nach Stimulation mit HDL (50 µg/ml) der 






3.6 HDL-gebundenes Malondialdehyd 
 
Die ermittelte Menge des an HDL gebundenen Malondialdehyds wird in Abbildung 22 
dargestellt. Das proteingebundene MDA ist bei Patienten mit chronischer 
Herzinsuffizienz gegenüber dem der gesunden Kontrollgruppe signifikant erhöht. 
Ebenso ist die Menge bei Patienten im Stadium NYHA III signifikant höher als bei 
Patienten im Stadium NYHA II.  
 
 











Den Einfluss körperlichen Ausdauertrainings auf die Menge des an HDL gebundenen 
Malondialdehyds zeigt Abbildung 23. Nach Absolvieren des Trainingsprogramms sank 
diese bei den NYHA III-Patienten signifikant um 27,4 (± 6,1)% (p=0,05), während sie 
bei den Gesunden unbeeinflusst blieb. 
 






3.7 Aktivität der Paraoxonase 1 
 
Die photometrisch ermittelte Aktivität der PON 1 wird in Bezug auf den Mittelwert 
des vor dem Ausdauertraining bei der gesunden Kontrollgruppe gemessenen Wertes 
in Abbildung 24 dargestellt. 
Die PON 1-Aktivität war bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz im Stadium 
NYHA III sowohl gegenüber der der Kontrollgruppe als auch gegenüber der der 
NYHA II-Patienten signifikant vermindert. 
Das Trainingsprogramm führte bei den Gesunden zu einem Anstieg der 










3.8 Zusammenhang zwischen HDL- und Endothelfunktion 
 
Zur Klärung der Frage, ob die bei den Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz im 
Stadium NYHA III durch das körperliche Ausdauertraining verbesserte HDL-Funktion 
auch die Endothelfunktion verbessert, wurde die Veränderung der HDL-Funktion mit 
der Veränderung der ermittelten Endothelfunktion korreliert. 
 
 
Abbildung 25: Korrelation der Fluss-vermittelten Vasodilatation (FMD) und der eNOS-Ser
1177
-Phosphorylierung (A) bzw. 






Diese Analyse wird in Abbildung 25 dargestellt. Abschnitt A der Grafik zeigt die 
signifikante Korrelation der HDL-induzierten eNOS-Phosphorylierung an Position 
Ser1177 und der veränderten Endothelfunktion (r=0,83; p < 0.05), repräsentiert durch 
die Fluss-vermittelte Vasodilatation. Gleiches gilt für die in Abschnitt B der Grafik 
dargestellte Korrelation der HDL-induzierten NO-Produktion und der Fluss-










Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, ob es einen Unterschied in der 
HDL-Funktion von kardiovaskulär Gesunden und Patienten mit chronischer 
Herzinsuffizienz gibt und ob dieser gegebenenfalls durch eine bei Patienten mit 
systolischer Herzinsuffizienz anerkannten Intervention, dem körperlichen 
Ausdauertraining (Downing und Balady 2011), beeinflussbar ist. 
Aus den gewonnen Ergebnissen können folgende Aussagen abgeleitet werden: 
1. Die HDL-vermittelte NO-Produktion der Endothelzellen ist bei Patienten mit 
chronischer Herzinsuffizienz im Stadium NYHA III signifikant geringer als bei 
kardiovaskulär Gesunden. Dieser Unterschied basiert auf einer verminderten 
Aktivierung der eNOS (Phosphorylierung). 
2. Die HDL-Funktion verschlechtert sich zunehmend mit dem Fortschreiten der 
Erkrankung. 
3. Die Menge des an HDL gebundenen Malondialdehyds (MDA) ist bei Patienten 
mit chronischer Herzinsuffizienz gegenüber kardiovaskulär Gesunden 
signifikant erhöht. 
4. Die Aktivierung der PKC-βII / p70S6K durch HDL von NYHA-III-Patienten ist 
gegenüber der durch HDL von Gesunden signifikant gesteigert. 
5. Körperliches Ausdauertraining führt bei Patienten mit chronischer 
Herzinsuffizienz im Stadium NYHA III sowohl zu einer signifikanten 
Verbesserung der HDL-Funktion als auch zu einer Reduktion der an HDL 
gebundenen MDA-Menge und einer Erhöhung der HDL-vermittelten 
Aktivierung von PKC-βII / p70S6K. 
6. Die durch körperliches Ausdauertraining induzierte Optimierung der HDL-
Funktion korreliert mit einer ebenso verbesserten Endothelfunktion. 
 






4.1 CHF und die Einflussmöglichkeiten des HDL auf die NO-
Produktion 
 
Experimentelle und klinische Studien legen nahe, dass eNOS-generiertes 
Stickstoffmonoxid (NO) ein entscheidender Faktor bei der vaskulären Hämostase ist 
und dass eine verminderte Bioverfügbarkeit von NO eine Schlüsselrolle sowohl bei 
der Entstehung als auch beim Voranschreiten der Atherosklerose spielt (Landmesser 
et al. 2004). Patienten mit CHF haben, unabhängig von der Ätiologie der 
Atherosklerose, eine endotheliale Dysfunktion aufgrund von vermehrtem oxidativen 
Stress und einer verminderten Bioverfügbarkeit von NO (Erbs et al. 2011). 
Die eNOS-Aktivität wird durch die Proteinkonzentration selbst, die intrazelluläre 
Kalzium-Konzentration und über eine Aktivierung von Proteinkinase A oder B durch 
Phosphorylierung an spezifischen Bindungsstellen gesteuert (Kolluru et al. 2010). 
Neben der Aktivierung der eNOS durch Scherstress oder Agonisten wie Acetylcholin, 
Bradykinin oder vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF), kann auch HDL 
über die Bindung an den Scavenger-Rezeptor B1 die eNOS aktivieren (Yuhanna et al. 
2001). 
Die vorliegende Studie zeigt zum ersten Mal, dass die Kapazität zur eNOS-
Phosphorylierung des von Patienten mit CHF isolierten HDL und der daraus 
resultierenden NO-Produktion signifikant vermindert ist. Des Weiteren scheint diese 
reduzierte Fähigkeit des HDL auch mit der Schwere der CHF zu korrelieren, da die 
stärkste Verschlechterung der HDL-vermittelten eNOS-Regulation bei NYHA-III-
Patienten gegenüber Gesunden beobachtet wurde, gefolgt von NYHA-II-Patienten. 
Diese Ergebnisse passen gut zu den Erkenntnissen bezüglich anderer 
atherosklerotischer Veränderungen (Besler et al. 2011; Charakida et al. 2009; 
Sorrentino et al. 2010). Was in dieser Studie und der aktuellen Literatur zum 
Ausdruck kommt, ist, dass es bei Patienten mit CHF nicht nur zu einem quantitativen 
Verlust von HDL kommt, sondern dass auch die qualitative Einschränkung des HDL im 






4.2 Der Einfluss von Ausdauertraining auf die HDL-Funktion 
 
Wie oben bereits erwähnt, wurde in den letzten Jahren gezeigt, dass nicht nur die 
Quantität des HDL einen Einfluss auf das Risiko zum Erwerb kardiovaskulärer 
Erkrankungen hat, sondern auch die Qualität (Gielen und Landmesser 2011). Es 
wurden daraufhin Strategien entwickelt, um sowohl die Quantität als auch die 
Funktionalität des HDL zu steigern (Duffy und Rader 2009). Eine der gängigen 
Interventionen bei Patienten mit systolischer Herzinsuffizienz ist das moderate 
Ausdauertraining (Downing und Balady 2011). Die molekularen Mechanismen, die 
den Effekt des Trainings auf die HDL-Qualität vermitteln, sind bisher jedoch nur 
teilweise beschrieben worden (Gielen et al. 2010). 
Für eine Reihe von Erkrankungen wurde eine Verbesserung der Endothelfunktion 
durch Ausdauertraining gezeigt (Gielen et al. 2010). Als zu Grunde liegende 
Mechanismen werden die wieder verbesserte Bioverfügbarkeit von NO infolge einer 
erhöhten eNOS-Expression sowie die vermehrte Proteinkinase B-vermittelte 
Phosphorylierung der eNOS an Position Ser1177 und die Verminderung von radikalen 
Sauerstoffspezies diskutiert (Hambrecht et al. 2003; Adams et al. 2005). Durch die 
Inkubation von Zellkulturen humaner aortaler Endothelzellen mit HDL von NYHA-III-
Patienten, das sowohl vor als auch nach einem Ausdauertrainingsprogramm isoliert 
wurde, zeigt die vorliegende Studie, dass es durch das Training zu einer Verbesserung 
der HDL-Funktion kommt. Diese drückt sich als eine veränderte eNOS-
Phosphorylierung an den Positionen Ser1177 und Thr495 aus, die dann in einer 
vermehrten NO-Produktion resultiert. 
Basierend auf den Ergebnissen dieser Studie lässt sich spekulieren, ob und in 
welchem Maße die durch Ausdauertraining induzierte Steigerung der 
Bioverfügbarkeit des NO und schließlich die verbesserte Endothelfunktion durch eine 
gewandelte HDL-Funktion zustande kommen. Diese Hypothese wird durch die hier 
nachgewiesene Tatsache gestützt, dass die infolge des Ausdauertrainings verbesserte 
HDL-Funktion mit der verbesserten Endothelfunktion korreliert.  Diese qualitative 
Veränderung des HDL geht nachweislich ohne eine Änderung der Gesamt-HDL-
Konzentration einher. Die letztgenannte Beobachtung ist ein entscheidender Punkt, 
da damit gezeigt wird, dass eine optimierte Funktionalität des HDL eine größere Rolle 
in der Regulation der Endothel- und antithrombotischen Funktion zu spielen scheint 
als die absolute Menge des HDL. Dies legen auch Studien nahe, die durch CETP-
Inhibitoren gezielt die HDL-Menge erhöhten, aber keinen klinischen oder 





Alle genannten Erkenntnisse lassen darauf schließen, dass Ausdauertraining einen 
positiven Einfluss auf die NO-Produktion in Abhängigkeit von der HDL-Funktion hat. 
Das könnte ein möglicher Mechanismus sein, über den es zu der seit Längerem 
bekannten Verbesserung der Endothelfunktion bei Patienten mit CHF durch 
moderates körperliches Ausdauertraining kommt. 
 
4.3 Denkbare molekulare Mechanismen 
 
HDL von Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz im Stadium NYHA III aktiviert 
signifikant die PKC-βII und in der Folge p70S6K. Dadurch reguliert es über die 
Hemmung der Proteinkinase B die endotheliale NO-Synthase (Naruse et al. 2006; 
Kuboki et al. 2000). Dieser Mechanismus wurde bereits für HDL von Patienten mit 
stabiler koronarer Herzerkrankung sowie akutem Koronarsyndrom beschrieben 
(Besler et al. 2011). Untersuchungen mit den spezifischen Inhibitoren CG53353 (für 
PKC-βII) oder Rapamycin (für p70S6K) belegen, dass die Aktivierung von p70S6K der 
Aktivierung von PKC-βII nachgeschaltet ist und dass die HDL-induzierte Aktivierung 
dieses Stoffwechselweges hauptsächlich die Phosphorylierung der eNOS an der 
hemmenden Position Thr495 beeinflusst. Diese Aktivierung des PKC-βII-Signalweges 
war bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz nach körperlichem 
Ausdauertraining signifikant vermindert. Basierend auf dieser Feststellung stellt sich 
die Frage, worin der Unterschied zwischen dem HDL der gesunden Kontrollpersonen 
und dem von Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz im Stadium NYHA III besteht, 
der dazu führt, dass sie in unterschiedlichem Ausmaß die PKC-βII und die p70S6K 
aktivieren. 
Eine Hypothese ist der Einfluss der posttranslationalen Modifikation der HDL-Partikel, 
genauer der Modifikation des Apolipoproteins A1 durch reaktive Zwischenprodukte. 
Es wurde bereits eine beeinträchtigte HDL-Funktion infolge einer Modifikation durch 
Malondialdehyd (MDA) oder Myristinsäure gezeigt (Salmon et al. 1992; Guertin et al. 
1995; Shao et al. 2010). HDL, das durch MDA modifiziert war, führte zu einem 
geringeren Cholesterolefflux aus humanen Fibroblasten (Salmon et al. 1992) und 
murinen Epithelzellen (Guertin et al. 1995). In der hier vorliegenden Studie konnte 
gezeigt werden, dass an HDL von Patienten mit CHF NYHA-III signifikant mehr MDA 
gebunden ist als an das HDL der gesunden Kontrollgruppe. Des Weiteren führte das 
körperliche Ausdauertraining bei Patienten mit CHF NYHA-III zu einer signifikanten 
Verringerung des HDL-gebundenen MDA. Die daraus folgende Annahme, dass die 
Menge des an HDL gebundenen MDA die Aktivierung der PKC-βII reguliert, wird durch 





gebundener MDA-Anteil zu einer verstärkten Aktivierung der PKC-βII. Über diesen 
Mechanismus beeinflusst das HDL-gebundene MDA schließlich die Aktivierung der 
eNOS und damit letztendlich die NO-Produktion. 
Aus der Beobachtung, dass MDA eine derart entscheidende Rolle bei der 
Modifikation des HDL spielt, ergeben sich weitere Fragen. Zunächst stellt sich die 
Frage, welche Faktoren die Menge des an HDL gebundenen MDA regulieren. Des 
Weiteren führt das zu der Frage, wie diese Faktoren durch körperliches 
Ausdauertraining beeinflusst werden. 
Diese Gedanken führen zu einem mit HDL assoziierten Enzym, das die Lipoproteine 
HDL und LDL vor oxidativer Modifikation schützt: die Paraoxonase (PON). In 
klinischen Studien wurde eine negative Korrelation zwischen der PON-Aktivität und 
kardiovaskulären Risikofaktoren nachgewiesen (Bhattacharyya et al. 2008; Regieli et 
al. 2009). In den hier dargelegten Untersuchungen zeigte sich eine signifikant 
verminderte PON-Aktivität bei HDL von Patienten mit CHF NYHA-III gegenüber dem 
der gesunden Kontrollgruppe. Die PON-Aktivität wurde jedoch nicht durch das 
körperliche Ausdauertraining beeinflusst. Dieses Ergebnis entspricht dem einer 
Untersuchung von Adipösen, bei der durch einen kurzfristig veränderten Lebensstil 
zwar eine verbesserte antiinflammatorische Kapazität des HDL gezeigt wurde, diese 
jedoch nicht mit einer Änderung der PON-Aktivität einher ging (Roberts et al. 2006). 
Es bleibt  zunächst ungeklärt, durch welche Mechanismen, außer der PON-Aktivität, 
die durch körperliches Ausdauertraining erfolgte Reduktion des HDL-gebundenen 







Abbildung 26: Arbeitshypothese zur Regulation der HDL-induzierten, eNOS-vermittelten NO-Produktion und die 
Beeinflussung derselben durch körperliches Ausdauertraining  
 
Zusammenfassend lässt sich, wie in Abbildung 26 graphisch dargestellt ist, sagen, 
dass die verminderte HDL-induzierte, eNOS-vermittelte NO-Produktion bei Patienten 
mit chronischer Herzinsuffizienz durch körperliches Ausdauertraining gesteigert 
werden kann. Dieser Effekt scheint aus einer Verminderung der Menge des HDL-
gebundenen MDA zu resultieren, der wiederum zu einer geringeren Aktivierung der 
PKC-βII führt. Die Untersuchungen legen nahe, dass dieser Mechanismus letztendlich 








Die erhobenen Daten unterliegen gewissen Limitationen. 
Zunächst ist die geringe Anzahl an Probanden aufzuführen. Es wurden lediglich 
Blutproben von 16 Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz im Stadium NYHA III 
und von 16 Gesunden untersucht, von Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz 
NYHA II lagen sogar nur acht Proben vor. Von den Letztgenannten standen zudem 
keine postinterventionellen Blutproben zur Verfügung. Dennoch war die 
Probandengruppe umfassend genug, um die primären Fragen, ob es einen 
Unterschied zwischen der HDL-Funktion bei Gesunden und Patienten mit chronischer 
Herzinsuffizienz mit Fokus auf die Modulation der eNOS gibt und ob dieser durch 
Ausdauertraining beeinflussbar ist, mit signifikanten Ergebnissen beantworten zu 
können.  
Des Weiteren liegt es zwar in der Natur der Sache, dass zwischen der Gruppe der 
Herzinsuffizienten und der der Gesunden Unterschiede in der Medikation bestanden, 
deren Einfluss auf die gewonnenen Ergebnisse können dadurch jedoch nicht 
ausgeschlossen werden. 
Methodische Limitationen bestehen vor allem in der Tatsache, dass die erhobenen 
Daten aus in vitro-Untersuchungen mit zuvor gefrorenen HDL-Isolaten 
hervorgegangen sind. Die vielfältigen, interindividuell verschiedenen In- vivo-
Gegebenheiten einschließlich anderer vasoregulativer Mediatoren bleiben ebenso 
wie die Beeinflussung durch die zwischenzeitliche Konservierung vollkommen 
unberücksichtigt. Zumindest zur Rolle der Kryokonservierung lässt sich sagen, dass 
Sankaranarayanan et al. 2011 bei einer Untersuchung des HDL-vermittelten 
Cholesterol-Efflux‘ keinen Unterschied zwischen HDL aus frisch gewonnenem und bis 
zu zwei Jahre gelagertem Serum nachweisen konnten (Sankaranarayanan et al. 2011). 
Zuletzt sei erwähnt, dass durch die vorliegende Arbeit gezeigt wurde, dass die Menge 
des an HDL gebundenen MDA durch körperliches Ausdauertraining signifikant 
reduziert wird. Ungeklärt ist allerdings weiterhin die Frage, wodurch diese 
Veränderung zustande kommt. Die Hypothese bezüglich des Einflusses der PON 1-









Körperliches Ausdauertraining ist bereits eine anerkannte Form der Tertiärprävention 
im Rahmen der Behandlung der chronischen Herzinsuffizienz. Bekanntermaßen führt 
es zu einer Verbesserung der Endothelfunktion, die im Rahmen der CHF 
eingeschränkt ist. Mit der schrittweisen Aufdeckung der dahinterstehenden 
molekularen Mechanismen und der damit verbundenen Weiterführung der 
wissenschaftlichen Fundierung des Ausdauertrainings wird diese Säule im 
Therapiekonzept der CHF neben der konventionellen Pharmakotherapie weiter 
gestärkt werden. Durch gezielte Aufklärung und konkrete Sportangebote sollten 
betroffene Patienten nachhaltig für Ausdauertraining motiviert werden.  
Als zukünftige Therapieoption bei CHF zeigt die vorliegende Arbeit die qualitative 
Verbesserung des HDL auf. Derzeit liegt der Schwerpunkt der Pharmakotherapie 
bezüglich des Lipidprofils bei Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren und 
Erkrankungen auf der quantitativen Ebene. Zuvor müssen jedoch die neben der in 
dieser Arbeit nachgewiesenen gebundenen MDA-Menge weitere verantwortliche 
Unterschiede zwischen HDL von Gesunden und Patienten mit CHF geklärt werden, 
aus denen die funktionellen Differenzen bezüglich der vasoregulativen Eigenschaften 
des HDL resultieren. 
Eine weitere denkbare Möglichkeit besteht in einem direkten 
pharmakotherapeutischen Eingriff in die eNOS-Regulation, deren Einfluss auf die 
Vasodilatation unumstritten ist. Die aktivierenden und hemmenden 
Steuerungselemente der eNOS können Angriffspunkt für zukünftige Pharmaka im 
Therapieschema der CHF sein.  
Durch die vorliegende Arbeit konnte die Rolle der HDL-induzierten, endothelialen  
NO-Produktion als ein Element in der komplexen Regulation der Endothelfunktion 
gezeigt werden, durch das die bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz durch 
körperliches Ausdauertraining herbeigeführte Verbesserung derselben erklärt 
werden kann. Dies sollte im Sinne der von der CHF betroffenen Patienten Anstoß für 
weiterführende Untersuchungen der molekularen Mechanismen bezüglich möglicher 
Therapiekonzepte sein, die zur Prognoseverbesserung bei CHF beitragen können. 
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Bei der chronischen Herzinsuffizienz handelt es sich um eines der häufigsten 
internistischen Krankheitsbilder in Europa. Ein entscheidender Faktor in der 
Pathophysiologie der Erkrankung ist die endotheliale Dysfunktion. Bestandteil des 
therapeutischen Konzepts ist das moderate körperliche Ausdauertraining. HDL wirkt, 
vermittelt über die endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase, vasoprotektiv. 
Ziel dieser Dissertation war die Untersuchung des vasodilatativen Einflusses von HDL 
bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz im Vergleich mit kardiovaskulär 
Gesunden. In einem weiteren Schritt sollte die Frage geklärt werden, ob moderates 
körperliches Ausdauertraining einen Einfluss auf die HDL-Funktion bei chronisch 




herzinsuffizienten Patienten hat. Dafür wurde vor und nach körperlichem 
Ausdauertraining HDL mittels Ultrazentrifugation aus dem Blutserum der Probanden 
isoliert. Mit dem gewonnenen HDL wurden humane Aortenendothelzellen inkubiert. 
Im Anschluss wurde mittels Western Blot die HDL-induzierte Phosphorylierung der 
endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase sowie der Proteinkinase C-β ermittelt. ESR-
spektroskopisch wurde die HDL-induzierte Stickstoffmonoxid-Produktion gemessen. 
Dadurch konnte die zu Beginn formulierte Arbeitshypothese, dass die HDL-Funktion 
im Sinne einer HDL-induzierten Stickstoffmonoxidproduktion bei Patienten mit 
chronischer Herzinsuffizienz im Vergleich zu Gesunden eingeschränkt ist, bestätigt 
werden. Durch körperliches Ausdauertraining konnte die HDL-Funktion bei 
Herzinsuffizienten verbessert werden. Zur Klärung des Unterschiedes zwischen HDL 
von Gesunden und chronisch Herzinsuffizienten wurde HDL-gebundenes 
Malondialdehyd quantifiziert. Dabei ergaben sich bei den herzinsuffizienten 
Probanden höhere Mengen als bei Gesunden. Die Endothelfunktion wurde 
sonographisch als Fluss-vermittelte Vasodilatation bestimmt. Die Korrelation der 
durch körperliches Ausdauertraining gesteigerten, HDL-induzierten NO-Produktion 
und der verbesserten Fluss-vermittelten Vasodilatation war evident.  
Diese Arbeit belegt erstmals, dass die HDL-Funktion bei Patienten mit chronischer 
Herzinsuffizienz gegenüber der von kardiovaskulär Gesunden verschlechtert ist. Des 
Weiteren konnte gezeigt werden, dass körperliches Ausdauertraining die 
vasoprotektiven Effekte des HDL bei chronisch Herzinsuffizienten verbessert, was als 
ein möglicher Mechanismus zur Erklärung des positiven Einflusses von körperlichem 
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